





















富山大学大学院医学薬学教育部 博士後期課程 薬科学専攻 
和漢医薬学総合研究所 生体防御学領域 がん免疫ユニット 
 







第２章 Thalidomideの転移抑制効果における NK細胞の重要性 
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第２節 レポーター細胞を用いた STAT3活性阻害化合物の探索 
































とで、Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs（ITIMs）と呼ばれる
抑制性受容体のチロシンリン酸化が NK 細胞の活性化阻害に寄与している(5-7)






レセプターに結合するアダプターである Immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif （ ITAM ） や PI3K-binding motif （ YINM motif ） は

















ら発生した NK 細胞は分化・成熟化マーカーとしてまず CD11b が発現上昇し、
CD11bhi NK細胞となる。この CD11bhi NK細胞はもう一つの分化・成熟化マー
カーである CD27 を高発現し、さらに分化・成熟化が進むと CD27 の発現が減
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少するため、末梢組織の CD11bhi NK細胞は主に CD27hiと CD27loのサブセッ




にもつながると考えられる(15, 17-20)。一般的に T細胞や B細胞をはじめとす
るリンパ球の分化・成熟化は転写因子によって調節されており、NK 細胞の分
化・成熟化にもこれらの免疫細胞と同様に様々な転写因子が関与する(21, 22)








Control of natural killer (NK) cell 
functions by the balance of activating 










































細 胞 応 答 認 強 化 な ど の ア プ ロ ー チ が 考 え ら れ る 。 免 疫 調 節 薬

















いることも示唆される。転移能が高いがん細胞では signal transducer and 








いる(46-49)。 STAT3 は細胞増殖や分化を制御するタンパク質であり、SH2 ド


























Thalidomide の転移抑制効果における NK細胞の重要性 
 
第１節 序論 










た第二世代薬である Lenalidomide や Pomalidomide が開発されている。その
作用機序については長らく不明であったが、近年 IMiDs の標的タンパク質とし
て E3 ユビキチンリガーゼ複合体の一部である cereblon（CRBN）が同定され
(58, 59)、さらに IMiDs の作用機序として CRBN を介した IKZF1（Ikaros）、 
IKZF3（Aiolos）や CK1α などのタンパク質がプロテアソーム分解されることが
明らかとなった(60-62)。IKZF1や IKZF3 はMMの増殖や生存に重要な転写因






と T 細胞の細胞分化における転写調節因子であり(67)、IKZF3 は NK 細胞の最
終分化において重要な転写因子であることが報告されている(68)（Fig. 1-3）。
IMiDs の CRBN を介した IKZF1 と IKZF3 の分解は、IRF4 やインターロイキ
ン（IL）-2の転写を誘導する(69)。さらに IMiDsは T細胞やナチュラルキラー
T（NKT）細胞を刺激しサイトカインである IL-2 や IFN-を産生させ、結果と








第 2 節 Thalidomideの NK細胞分化・成熟化におよぼす効果 
§１ 目的 
Thalidomide は免疫調節作用として NK 細胞を介した作用機序が知られている
(65, 70, 71)。しかし、Thalidomide投与による NK細胞のサブセット変化や NK
細胞の機能変化に関わる転写因子への影響はこれまでに報告されていない。そ












光純薬）150 mg/mL を溶解し、-20℃で保存した。In vivo 実験にて使用直前に







らのMNC 細胞の調製を目的とし、マウス全血を回収した。脾臓からの MNC 細
胞の調製を目的とし、摘出した脾臓をすり潰し濾過した懸濁液を回収した。これ
ら細胞懸濁液を lysing buffer（0.83 % NH4Cl, 0.10 % KHCO3, 0.037 % EDTA-Na）
を用いて赤血球の溶血を行い、PBS（日水）で 2 回洗浄し遠沈することで細胞サ
ンプルを回収した。肺組織からの MNC 細胞の調製を目的とし、摘出した肺を細
切した後、2 mg/mL collagenase（Roche Diagnostics）を含む無血清 RPMI-1640（日







の染色を行った：CD16/CD32 mAb（Mouse BD Fc BlockTM）（2.4G2）、NK1.1
（PK136）、 CD3（145-2C11）、 CD27（LG.7F9/LG.3A10）、 CD11b（Mac-1、
M1/70）。Aiolos（8B2）、T-bet（4B10）、Eomes（REA116）の細胞内染色は Foxp3 
staining kit (eBioseciences)を用いて行った。細胞は FACS Cant Ⅱ (eBiosciences) を
用いて解析を行った。データの処理は FlowJo softwareを用いて行った。 
 
§３ 結果 







らに CD11b と CD27 の発現によって区別できる各 NK 細胞サブセットについ
て解析を行ったところ、骨髄由来の NK細胞では未成熟な CD11blo サブセット
が増加しており、一方で肺や末梢血の末梢組織由来の NK 細胞では最も成熟し
た CD27lo サブセットが増加する結果が得られた（Fig. 2-2B）。 
次に Thalidomide 投与によって各組織において NK 細胞の割合やサブ
セットに変化が認められたことから、さらに NK 細胞の分化・成熟化に関与す
る転写因子の発現について細胞内染色を行い、フローサイトメトリー解析を行
った。その結果、Fig. 2-3A に示すように IMiDs によって分解誘導されること
が報告されている Ikaros ファミリー分子である Aiolos（IKZF3）は骨髄の NK
細胞では発現の減少が確認されたが、肺や末梢血の NK 細胞においてはその発
現に変化は見られなかった。一方、NK細胞の成熟化に関わるとされている転写
因子である T-bet の発現は、Thalidomide 投与群の骨髄 NK 細胞では減少して
おり、肺 NK細胞では有意に増加する結果を得た（Fig. 2-3B）(72)。これらの結
果から、Thalidomide 投与群では末梢組織での NK 細胞ポピュレーションの増
加、特に最も成熟したサブセットである CD27lo NK細胞が増加しており、これ
は NK 細胞の分化・成熟化に重要な T-bet の活性化を介した機序であることが
推察できる。また Thalidomide 誘導性の T-bet 発現亢進は T 細胞においても確
認されたことから、少なくとも T-bet 発現亢進作用は NK 細胞特異的ではない



























(Clontech, Mountain View, CA, USA)を用いてベクターのインフェクションを行っ
た。得られた YAC-1 Luc2 細胞を 1 well あたり 1 cell となる細胞数で 96 well
プレートに播き、37℃で数日間培養を行った。シングルセルコロニーが確認で
きたものに順にナンバリングし、コロニーの成長に応じて 24 wellプレート、6 
well プレートとスケールアップを行った。ルシフェラーゼ活性を測定するため
に、各クローンを 96 well プレートに 4 x 104 cell/well で播種し、D-ルシフェリ





野生型 B6 マウスは日本エスエルシー株式会社にて購入した。B6 系の IFN-欠






-ガラクトシルセラミド（-Galcer、フナコシ）を 5.6% sucrose, 0.75% L-
histidine, 0.5% Tween 20 を deionized water に溶解させた溶媒で希釈し、10 





細胞の調製を目的とし、マウス全血を回収後、lysing buffer（0.83 % NH4Cl, 
0.10 % KHCO3, 0.037 % EDTA-Na）を用いて赤血球を溶血し、PBS（日水）で
2回洗浄し遠沈することで細胞サンプルを回収した。肺組織からのMNC細胞の
調製を目的とし、摘出した肺を細切した後、2 mg/mL collagenase（Roche 









エフェクター細胞に D-luciferin（150 µg/mL、Promega）を加えた 96-well black 
plate プレートを遠心分離した。インキュベーション前、および 18 時間後の生
物発光を in vivoイメージングシステム（IVIS Lumina II、 Perkin Elmer）で
測定した。RPMI-1640 あるいは 1％ NP-40 含有 RPMI-1640 で培養した群を
それぞれ spontaneous death、maximal killing とし、細胞傷害の割合は次の計
算式により算出した。 
Specific lysis = 100 x (spontaneous death LI － test LI) / (spontaneous LI － 
maximal killing LI) 







グルセルクローニングを行い樹立した。樹立した YAC-1 Luc2 細胞数と発光活
性は正の相関関係を示すことから（Fig. 2-4A）、この細胞を用いて in vitroでの
NK細胞の細胞傷害活性を評価できることが示された。 
次に樹立したYAC-1 Luc2を用いてNK細胞の機能活性化への挙動を確
















第 4 節 Thalidomideの NK細胞エフェクター機能に対する効果 
§１ 目的 
前節にて、NK細胞の細胞傷害活性を評価する実験系を樹立した。そこで本節で
















細胞の調製を目的とし、マウス全血を回収後、lysing buffer（0.83 % NH4Cl, 
0.10 % KHCO3, 0.037 % EDTA-Na）を用いて赤血球を溶血し、PBS（日水）で
2回洗浄し遠沈することで細胞サンプルを回収した。肺組織からのMNC細胞の
調製を目的とし、摘出した肺を細切した後、2 mg/mL collagenase（Roche 
23 
 





NK 細胞は磁気選別法（純度 80％以上、MojoSort Mouse NK 細胞分離 kit、
BioLegend）を使用して肺および末梢血から回収した。IFN-産生のため、肺（105 






を加えた 96-well black plateプレートを遠心分離した。インキュベーション前、
および 18時間後の生物発光を in vivoイメージングシステム（IVIS Lumina II、 
Perkin Elmer）で測定した。RPMI-1640あるいは 1％ NP-40含有 RPMI-1640
で培養した群をそれぞれ spontaneous death、maximal killing とし、細胞傷害
の割合は次の計算式により算出した。 
Specific lysis = 100 x (spontaneous death LI － test LI) / (spontaneous LI － 
maximal killing LI) 
(LI: Luminous Intensity) 
 
IFN-測定 

















血から Biolegend 社の磁気ビーズ法を用いて NK 細胞を単離して検討を行なっ








第 5 節 転写因子制御タンパク質の解析 
§１ 目的 
Thalidomide 投与によって NK 細胞の分化・成熟化に関わる転写因子の発現に
変化が確認された。さらに T-betは NK細胞の IFN-産生にも関わる重要な転写
因子であることも知られている。そこで本節では、T-betの発現を負に制御して












光純薬）150 mg/mL を溶解し、-20℃で保存した。In vivo 実験にて使用直前に
0.05% carboxymethyl cellulose (和光純薬) でそれぞれ 15 mg/mLに希釈した。 
 
ウェスタンブロット法 
細胞抽出液を溶解緩衝液（25 mmol/L HEPES pH 7.7、0.3 mol/L NaCl、1.5 
mmol/L MgCl2、0.2 mmol/L EDTA、0.1 ％ Triton X-100、20 mmol /L -glycerol 
phosphate、1 mmol/L sodium orthovanadate、1 mmol/L PMSF、1 mmol/L 
27 
 
DTT、10 mg/mLaprotininおよび 10 mg/mLleupeptin）に回収した。等量のタ
ンパク質を 10％アクリルアミドゲルでの電気泳動により分離し、PVDF膜に転
写した。一次抗体は glycogen synthase kinase-3（GSK-3）（9315、Cell 




Thalidomide による T-bet 発現亢進の分子メカニズムを明らかにするため、
GSK-3の機能に着目した。これまでの報告から、GSK-3は T-bet 発現を負に
制御することが知られている分子であり (74)、さらに MM において、
Thalidomide が GSK-3の発現を抑制することも報告されている 。
halidomide投与マウスから単離した NK細胞では、T-betの発現亢進に併せて
glycogen synthase kinase 3（GSK-3）のタンパク質発現の低下が見られた







第 6 節 Thalidomideの肺転移抑制作用の解析 
§１ 目的 











マウスメラノーマ細胞 B16-F10 より樹立された B16-F10-luc-G5 細胞、メチル
コラントレン誘発マウス線維肉腫細胞株 MCA205 より樹立された MCA205-
luc2 細胞は、2 mM L-glutamine、0.2 % NaHCO3 および 10 % FBS 含有




野生型 B6、BALB/c マウスに nu遺伝子を導入した T細胞機能欠如の BALB/c-
nu/nuマウス (以後、nude) は日本エスエルシー株式会社にて購入した。IFN- 









光純薬）150 mg/mL、Lenalidomide（フナコシ）100 mg/mL を溶解し、-20℃
で保存した。In vivo実験にて使用直前に 0.05% carboxymethyl cellulose (和光
純薬) でそれぞれ 15 mg/mL または 10 mg/mL に希釈した。 
 
肺転移モデルの作製 
Day 0においてマウスの尾静脈からB16-F10-luc-G5細胞（5 x 105 cells/mouse）、
MCA205-luc2細胞（5 x 105 cells/mouse）を移植し、肺転移モデルを作成した。
肺転移は in vivo イメージングシステム（IVIS LUMINA Ⅱ、Caliper Life 






NK 細胞のディプリーションを目的とし、がん細胞移植 2 日前および 1 日前に








ュールで Thalidomide 投与を行なった。すなわち、Thalidomide をがん細胞移
植 1週間前から投与する pre群、がん細胞移植後 1週間投与する post群、がん
細胞移植前後 1 週間全てで投与する all 群における B16F10 メラノーマ細胞
（B16F10）の実験的肺転移に対する効果を対照群と比較した。その結果、all 群




れた。同様の抗転移作用は Thalidomide の経口投与においても確認され（Fig. 
2-7B）、さらにマウス線維肉腫細胞株である MCA205 の実験的肺転移モデルで
も認められた（Fig. 2-7C）。加えて第二世代の IMiDs である Lenalidomide の





 次に Thalidomide によるがん細胞の肺転移抑制作用への NK 細胞の関
与について、抗 asialo GM1 抗体をマウスに投与して作成した NK 細胞除去マ
ウスを用いて Thalidomide の B16F10 肺転移抑制効果を検討した。その結果、
対照群のコントロールマウスでは Thalidomide投与により顕著な B16F10 の肺





ている。ゆえに T 細胞欠損マウスである nude マウスにおいても同様の肺転移
実験を行った。その結果、nudeマウスにおいても Thalidomideによるがん転移







た。その結果、IFN- KO マウスでは野生型（WT）マウスと比較して B16F10
の肺転移が亢進するが、Thalidomide 投与は IFN- KO マウスでも有意な肺転












第 7 節 考察 
本章では Thalidomide が NK 細胞依存的にがん細胞の肺転移を抑制すること、
Thalidomide 投与マウスでは特に末梢組織で成熟型の NK 細胞サブセットであ




つまり、CD27hi NK 細胞と比較して CD27lo NK 細胞の抗腫瘍エフェクター機
能（サイトカイン産生能や細胞傷害活性）の発揮には、より強い活性化刺激が必












髄性白血病患者の NK 細胞では GSK-3発現上昇により、そのエフェクター機
能が抑制されていることなど(75)、GSK-3が T-bet 活性や NK 細胞機能を制御







れている(72, 84, 85)。さらに近年は自然リンパ球（ILCs）の分化、特に NK細
胞と ILC1 において T-bet が重要な役割を果たしていることが明らかになって
いる(86)。一方、これらのリンパ球における T-bet発現の調節メカニズムは未だ
完全に解明されていないが、CD8αα+ Intraepithelial Lymphocyte の分化にお
いては IL-15 が T-bet の発現誘導に重要であることが報告されている(87)。NK
細胞の転移抑制機能における T-betの役割に関連して、T-bet欠損マウスでは成
熟型の KLRG+ CD27lo NK細胞を欠失し、野生型マウスと比較して実験的転移
モデルでの転移巣形成の亢進が見られることが報告されている (82, 88)。
Thalidomide 投与マウスでは末梢組織で CD27lo NK 細胞の増加が見られたこ
と、NK細胞の成熟過程に関わる T-bet以外の他の転写因子の発現には変化がな
かったことから（data not shown）、Thalidomideは GSK-3の活性抑制作用に
より T-bet 発現を亢進することで、CD27lo NK 細胞への機能成熟化を誘導する
ことで転移抑制作用を示すのではないかと考察している。 
IMiDsの NK細胞に対する免疫調節作用に関して、これまでの報告では
T 細胞から IL-2 や IFN-産生誘導することや(64, 70)、IMiDs 治療患者では血
清中のこれらサイトカイン量が末梢血中 NK 細胞数と相関することなどが示さ






NK 細胞依存的な抗転移作用には T 細胞の関与は必須でなかったことから、
Thalidomide の NK細胞に対する免疫調節作用は直接の効果によるものと考察
している。また、IMiDs は免疫シナプスのアクチンリモデリングにより CD16
や NKG2D を介した NK 細胞の活性化に対する閾値を低下させる作用を示すこ
とが報告されている(79)。CD16を介した NK細胞の活性化は抗体依存的細胞傷
害作用（ADCC）に重要であるため、IMiDsは抗体医薬品との併用により NK細








第 8 節 まとめ 
[1] Thalidomide投与マウスでは成熟型の CD27lo NK細胞サブセットの増加、
ならびに NK 細胞における転写因子 T-bet の発現亢進が認められ、さらに
NK細胞のエフェクター機能を亢進した。 
[2] Thalidomideは T-betの発現制御に関わる GSK3の発現を抑制した。 
[3] Thalidomide 投与によって NK 細胞依存的な肺転移抑制作用が確認された。 






































マウス乳がん細胞 4T1 (ATCC)は、2mM L-glutamine、0.2% NaHCO3 および 10% 
FBS 含有 RPMI1640 (日水) 培地で培養し、0.05% Trypsin-0.02% EDTA-PBS によ
り継代を行った。STAT3 ルシフェラーゼレポーター遺伝子安定発現細胞株（4T1-
STAT3-C4）は STAT3 のタンデム反復結合部位を pGL4.26 ベクター（Promega, 
Madison, WI, USA）にサブクローニングし、Lipofectamine 2000（Invitrogen, Carlsbad, 













細胞生存率は、WST-8 Cell Counting kit（富士フイルム和光純薬株式会社）を用い
て定量化した。 4T1-STAT3-C4細胞（2 x 104 cell/well）を 96ウェルプレート
に播種し、37 ℃、5％ CO2下で一晩インキュベーションした。Table 1に示す
天然化合物と共培養 24時間後、WST-8試薬を添加し、マイクロプレートリーダ
ーを使用して 450 nm / 620nm での吸光度を測定した。 
 
サイトカイン測定 
4T1-STAT3-C4細胞（2 x 105 cell/well）を 24ウェルプレートに播種し、各濃度







って 5つの化合物（Bisdemethoxy curcumin、Costunolide、Alisol A、Curcumin、
および Baicalein）が、50 µM の濃度で 4T1 細胞の細胞生存率に大きな影響を
40 
 
及ぼさずに STAT3活性を阻害した（Fig. 3-1A）。さらにこれら 5つの化合物に
ついて低用量（10 µM）での 2次スクリーニングを行った結果、Baicaleinが最





Table 1. List of natural compounds in INMUT Wakanyaku Library. 
No. Compound name No. Compoud name 
1 Aconitine 49 Ginsenoside-Rb1 
2 Albiflorin 50 Ginsenoside-Rc 
3 Alisol A 51 Ginsenoside-Rd 
4 Alisol B 52 Ginsenoside-Re 
5 Alkannin 53 Ginsenoside-Rg1 
6 Amygdalin 54 Glabridin 
7 Arbutin 55 Glycyrrhizic Acid 
8 Astragaloside IV 56 Gomisin A 
9 Atractylenolide III 57 Gomisin N 
10 Atractylodin 58 Hesperidin 
11 Atropine Sulfate 59 Hirsutine 
12 Aucubin 60 Honokiol 
13 Baicalein 61 Hypaconitine 
14 Baicalin 62 Icariin 
15 Barbaloin 63 Isofraxidine 
16 Benzoylmesaconine hydrochloride 64 Isorhynchophylline 
17 Berberine Chloride 65 (Z)-Ligustilide 
18 Bergenin 66 Limonin 
19 Bisdemethoxycurcumin 67 Liquiritin 
20 Bufalin 68 Loganin 
21 Bufotalin 69 Luteolin 
22 Capillarisin 70 Magnolol 
23 (E)-Capsaicin 71 Mesaconitine 
24 Catalpol 72 Naringin 
25 (E)-Chlorogenic Acid 73 Nodakenin  
26 (E)-Cinnamic Acid 74 Osthole 
27 Cinobufagin 75 Oxymatrine 
28 Cinobufotalin 76 Paeoniflorin 
29 Coptisine Chloride 77 Paeonol 
30 Corydaline 78 Palmatine Chloride 
31 Costunolide 79 Perillaldehyde 
32 Curcumin 80 Praeruptorin A 
33 Dehydrocorydaline Nitrate 81 Puerarin 
34 Dehydrocostuslactone 82 Rhynchophylline 
35 demethoxycurcumine 83 Rosmarinic Acid 
36 Dihydrocapsaicin 84 Saikosaponin a 
37 Dimethylesculetin 85 Saikosaponin b2 
38 Eleutheroside B 86 Saikosaponin c 
39 (-)-Epigallocatechin Gallate 87 Saikosaponin d 
40 Epihesperidin 88 Schizandrin 
41 Ergosterol 89 Sennoside A 
42 β-Eudesmol 90 Sennoside B 
42 
 
43 Evodiamine 91 Shikonin 
44 (E)-Ferulic Acid 92 [6]-Shogaol 
45 Geniposide 93 Sinomenine 
46 Geniposidic Acid 94 Swertiamarin 
47 Gentiopicroside 95 Timosaponin A-Ⅲ 





















は、2mM L-glutamine、0.2% NaHCO3および 10% FBS 含有 RPMI1640 (日水) 培
地で培養し、0.05% Trypsin-0.02% EDTA-PBS により継代を行った。 
 
ELISA 






まず Baicaleinの STAT3 レポーター活性抑制作用について、時間依存性につい
て検討を行った。Baicalein処理後 1時間後から 4T1細胞の STAT3レポーター
活性の抑制が見られ、その後 24時間後までその抑制効果は維持された（Fig. 3-
2A）。次に、転移性がん細胞における STAT3の恒常的活性化において IL-6産生
の重要性が示唆されていることから(97, 98)、Baicaleinが 4T1細胞の IL-6産生
及ぼす作用について検討を行った。4T1 細胞を 24 時間 Baicalein と共培養し、
その後上清を回収して IL-6 産生量を ELISA 法にて定量した。その結果、




















L-glutamine、0.2% NaHCO3 および 10% FBS 含有 RPMI1640 (日水) 培地で培養






4T1-Luc2 細胞をマウスに静脈内接種（6 x 105 cell/mouse）した。24時間後、マ
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ウスには解剖の 10分前に 2 mg/mouseのD-ルシフェリン（In Vivo Glo、Promega）
を腹腔内投与した。In vivo イメージングシステム（IVIS Lumina II, Caliper 






を行った。前節の結果から 4T1 細胞における STAT3 活性の抑制が顕著に認め














いる。本章では、Baicalein が乳がん細胞の STAT3 活性阻害を介した抗転移活
性を持つ有望な天然化合物であることを示した。がん細胞の転移形質の獲得に
は STAT3 などの炎症性シグナルが深く関与していることが知られている(50, 
100)。Baicalein はマウス乳がん細胞株である 4T1 細胞の in vitro における
STAT3活性化抑制作用、IL-6産生抑制作用を示した。 











(104-106)。特に IL-6 は、STAT3 経路の活性化に大きく寄与する炎症誘発性サ
イトカインであり、STAT3 活性を介した腫瘍細胞の増殖、生存、浸潤能を亢進
させ、腫瘍細胞からの IL-10 や VEGF、TGF-の産生による抗腫瘍免疫応答の
48 
 
抑制、さらなる IL-6 が産生され STAT3 活性がさらに亢進される正のフィード
バックが掛かっていることが知られている(93, 97, 107)。 
最近 Baicaleinと Baicalinが STAT3活性を低下させ、IFN-が誘導する
PD-L1 発現を抑制することで抗腫瘍 T 細胞機能を増強させることが報告された











物として Baicalein および Bisdemethoxy curcumin、Costunolide、Alisol A、
Curcuminを同定した。 
[2] Baicalein は in vitro における乳がん細胞の炎症性シグナル STAT3 活性を
阻害し、IL-6産生抑制作用を示す。 












性が組織によって異なることを明らかにした。また IMiDs の NK細胞を介した
がん転移抑制メカニズムの解析から、組織常在性 NK 細胞の機能成熟化による
転移制御の可能性を示した。 
これまで Thalidomide をはじめとする IMiDs の免疫調節作用として、T
細胞を介した NK 細胞の活性化に関する報告があるが(109, 110)、本研究で示し
た Thalidomide による NK 細胞依存的な肺転移抑制作用は、T 細胞を欠損する
nude マウスにおいても確認されたことから（Fig. 2-7B）、少なくとも T 細胞を
介した間接的な経路以外の NK細胞活性化メカニズムが存在すると示唆された。
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